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(54) Bezeichnung: REKOMBINANTE BLUTGERINNUNGSPROTEASEN 
(57) Abstract 



The invention relates to a non- 
glycosylated protein with enzymatic 
and serin protease activity, the zy- 
mogenous form thereof comprising the 
following domains of a protease of the 
factor IX family: (a) a catalytic do- 
main, N-terminal bonded with (b) a 
zymogenous activation domain, N ter- 
minal bonded with (c) a EGF1 and/or 
EGF2 domain. Said protein can be 
used in a same way as the natural ser- 
ine proteases of the factor IX family. 

(57) Zusammenfassung 

Ein nicht glycosyliertes 
enzymatisch aktives Protein mit 
Serinproteaseaktivitftt und dessen 
zymogene Form bestehend aus 
den folgenden Domanen einer 
Protease der Faktor-IX-Familie: 
a) der katalytischen Domane, 
N-terminal verbunden mit b) einer 
Zymogen-Aktivierungsdomane, 
N-terminal verbunden mil c) einer 
EGF1 und/oder EGF2 Domane, ist in 
analoger Weise wie die naturlichen 
Serinproteasen der Faktor-IX-Familie 
verwendbar. 
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Rekombinante Blutgerinnungsproteasen 

Gegenstand der Erfindung sind verkiirzte posttranslational nicht modifizierte Blutplasma- 
proteasevarianten der Faktor IX Genfamilie (FVII, FIX, FX und Protein C) bestehend aus 
EGF2-Dom&ne, Aktivierungspeptid (AP) und katalytischer Domane (CD) sowie Verfahren zu 
ihrer Herstellung durch Expression in einer Wirtszelle, vorzugsweise in einem Mikroorganis- 
mus, Naturierung in vitro und anschlieBende Aktivierung mit einer geeigneten Protease. 

Die erfindungsgemaBen Blutplasmaproteasevarianten sind geeignet zum Auffinden (Sreening) 
von Inhibitoren, zur Herstellung von Co-Kristallen aus Proteasevariante und Inhibitor zwecks 
Rontgenstrukturanalyse und "drug modelling" und als diagnostische Testkomponente in Akti- 
vatortests. 

Blutplasmaproteasen spielen sowohl eine Rolle bei der Blutgerinnung, dem WundverschluO 
durch Fibrinbildung als auch bei der Fibrinolyse, der Clotauflosung bei der Wundheilung. Nach 
einer Verletzung wird durch sequentielle Aktivierung (spezifische Proteolyse) von inaktiven 
Proenzymen zu aktiven Enzymen das "Verletzungssignal" amplifiziert, wodurch die Blutgerin- 
nung eingeleitet und ein schneller Wundverschlufl gew&hrleistet wird. Die Blutgerinnung kann 
uber zwei Wege initiiert werden, dem intrinsischen Weg, bei dem alle Proteinkomponenten im 
Blut vorhanden sind, und dem extrinsischen Weg, bei dem ein Membranprotein, der soge- 
nannte "tissue factor", eine kritische Rolle spielt. 

Der molekulare Mechanismus der Bluthomoostase (Blutgerinnung, Fibrinolyse und die Regu- 
lation dieses Gleichgewichts) und der daran beteiligten Komponenten ist in einigen Uber- 
sichtsartikeln umfassend dargestellt worden (Furie, B. und Furie, B.C., Cell 53 (1988) 505- 
518; Davie, E.W. et al. Biochem. 30 (1991) 10363-10379; Bergmeyer, H.U. (ed.), Methods of 
Enzymatic Analysis, Vol V, chapter 3, 3rd ed., Academic Press, New York (1983)). 

Die Proteasen der Blutgerinnungskaskade sind sehr komplexe Proteine. Sie kdnnen in der 
Regel nur mit groflem Aufwand in begrenzter Menge, mit schwankender Qualitat, Homogeni- 
ttt und Reinheit aus der naturlichen Rohstoffquelle, dem Blutplasma, isoliert werden (Van 
Dam-Mieras, M.C.E. et al., In: Bergmeyer, H.U. (ed.), Methods of Enzymatic Analysis, Vol. 
V, 3rd ed., page 365-394, Academic Press, New York (1983)). Sie sind wesentlich an der 
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Regulation der Bluthom6ostase beteiligt, dem Gleichgewicht zwischen Blutgerinnung, Clot- 
bildung und Aufl6sung. Dieses gut regulierte System kann sowohl durch genetisch bedingte 
Defekte, wie z.B. der H&mophilie A (defekter Faktor VIII) und H&mophilie B (defekter 
Faktor IX), als auch durch akute Starungen aus dem Gleichgewicht geraten, wie z.B. beim 
Herzinfarkt, der Embolie und dem Gehirnschlag. 

Es besteht deshalb ein Bedarf an Substanzen, mit denen das System der Blutgerinnung und 
Fibrinolyse je nach medizinischer Notwendigkeit beeinfluSt werden kann. Z.B. wird zur 
Behandlung der Hamophilie A und B rekombinant hergestellter Faktor VIII bzw. Faktor IX 
oder seit kurzem auch Faktor VII verwendet. Zur Clotaufldsung, z.B. nach Herzinfarkt, findet 
tPA ("tissue type plasminogen activator") und Streptokinase (bakterielle Protease) Anwen- 
dung. Neben komplexen Proteinen werden auch Substanzen, wie z.B. Hirudin (Peptid aus 65 
Aminos&uren, Thrombininhibitor), Heparin (Heteroglykan, Thrombininhibition / Cofaktor) 
und Vitamin-K Antagonisten (Inhibitoren der y-Carboxylierung; Glu-Reste der GLA- 
Domane), zur Hemmung der Blutgerinnung verwendet. Die verfugbaren Substanzen sind 
jedoch oft noch sehr teuer (Proteinfaktoren) und hinsichtlich ihrer medizinischen Anwendung 
nicht ideal (Nebenwirkungen), so daB ein Bedarf an Medikamenten besteht, mit dem die Blut- 
gerinnung und Clotaufldsung spezifischer moduliert werden kann. 

Die Suche nach neuen Modulatoren (Aktivatoren, Inhibitoren) der Blutgerinnung, Fibrinolyse 
und Hom&ostase kann z.B. durch Screening von Substanzbibliotheken und anschlieBende 
Verbesserung einer identifizierten Leitstruktur durch "drug modelling" erfolgen. Dazu ist es 
notwendig, daB das (die) Schlusselprotein(e) [Target(s)] in ausreichender Menge und Qualitat 
fur ein Screening und fur Kristallisationsuntersuchungen (z.B. Verbesserung der Leitstruktur 
durch gezielte Vorhersage von Veranderungen anhand der 3D-Struktur aus Proteinkompo- 
nente und Leitstruktur) zur Verfiigung stehen. 

Attraktive Targets innerhalb der Homfcostase stellen z.B. die aktivierten Serinproteasen 
Thrombin, FVIla, FIXa, FXa, FXIa, FXna, Kallikrein (Blutgerinnung), tPA, Urokinase, 
Plasmin (Fibrinolyse) und aktiviertes Protein C (regulatorischer Antikoagulant) und deren 
inaktive Vorstufen (Zymogene) dar. 

Die lsolierung der inaktiven Serinproteasen (Zymogene) aus Blutplasma und die anschlieBende 
Aktivierung durch Proteolyse ist schwierig, aufwendig, teuer und liefert oft nicht die z.B. filr 
Kristallisationsexperimente gewunschte Menge und Qualitat. Z.B. betrigt die Plasmakonzen- 
tration fur die inaktiven Proteasezymogene FX, FIX und FVII nur 10, 5, beziehungsweise 
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0,5 mg/1 (Furie, B und Furie, B.C., Cell 53 (1988) 505-518). Zudem sind die aus dem Plasma 
isolierten und in vitro aktivierten Proteasepraparationen oft sehr heterogen und instabil. 
AuBerdem erschweren nicht einheitliche posttranslationale Modifizierungen (z.B. Kohlen- 
hydratgruppen)Kristallisationsexperimente. 

Blutplasmaproteasen sind komplexe Glycoproteine, die zur Familie der Serinproteasen 
gehGren. Sie werden in der Leber als inaktive Proenzyme (Zymogene) synthetisiert, ins Blut 
sezerniert und bei Bedarf durch spezifische Proteolyse, d.h. durch Spaltung von ein oder zwei 
Peptidbindungen, aktiviert. Sie sind strukturell hinsichtlich der Proteindomanenanordnung und 
Zusammensetzung sehr ahnlich (Furie, B. und Furie, B.C., Cell 53 (1988) 505-518). 

Die Proteasen der Faktor IX Familie (Faktor VII. IX, X, und Protein C) bestehen gemafl 
Furie, B. und Furie, B.C. aus 

— einem Propeptid, 

— einer GLA-Domane, 

— einer "aromatic amino acid stack" Domane, 

— zwei EGF-Domanen (EGF 1 und EGF2), 

— einer Zymogen Aktivierungsdomane (Aktivierungspeptid, AP) und 

— einer katalytischen Proteasedomane (CD). 

Zudem werden die Blutplasmaproteasen wahrend der Sekretion posttranslational modifiziert: 

— 11-12 Disulfidbriicken 

— N- und/oder O-Glycosylierung (GLA-Domane und Aktivierungspeptid) 

- Bharadwaj, D. et al., J. Biol. Chem. 270 (1995) 6537-6542 

- Medved, L.V. et al., J. Biol. Chem. 270 (1995) 13652-13659 

— Abspaltung des Propeptides 

— y-Carboxylierung von Glu-Resten (GLA-Domane) 

— p-Hydroxylierung eines Asp-Restes (EGF-Domanen) 

— Spaltung der Zymogenregion (teilweise). 

Nach Aktivierung der Zymogene (zymogene Form des Proteins) durch spezifische Spaltung 
von ein oder zwei Peptidbindungen (Aktivierungspeptid) bestehen die enzymatisch aktiven 
Proteasen aus zwei Ketten, die entspechend ihrem Molekulargewicht mit schwerer und leich- 
ter Kette bezeichnet werden. Die beiden Ketten werden in der Faktor IX ProteasefamUie 
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durch eine intermolekulare Disulfidbrucke zwischen der EGF2-Dom&ne und der Protease- 
domane zusammengehalten. Die Zymogen-Enzym Transformation (Aktivierung) fiihrt zu 
Konformationsanderungen innerhalb der Proteasedom&ne. Dadurch kann sich eine fur die 
Proteaseaktivitat notwendige essentielle Salzbriicke zwischen der N-terminalen Aminosaure 
der Proteasedomane und einem Asp-Rest innerhalb der Proteasedom&ne ausbilden. Fur diese 
Untergruppe von Serinproteasen ist der N-terminale Bereich sehr kritisch und darf nicht 
modifiziert werden. Nur dann kann sich die fur Serinproteasen typische "active site 11 mit der 
katalytischen Triade aus Ser, Asp und His ausbilden (Blow, D.M: Acc. Chem. Res. 9 (1976) 
145-152; Polgar, L.: In: Mechanisms of protease action. Boca Raton, Florida, CRC Press, 
chapter 3 (1989). 

Blutplasmaproteasen konnen klassisch durch Isolierung der inaktiven Zymogene aus dem Blut 
und anschlieBende Aktivierung oder rekombinant durch Expresssion der entsprechenden 
cDNA in einer geeigneten Saugetier-Zellinie oder Hefe hergestellt werden. 

Hersteliung von Blutplasmaproteasen durch Expression / Sekretion der Zymogene bzw. 
aktiven Proteasen mittels eukaryontischer Wirts-/ Vektorsysteme: 

FVD: Hagen, F.S. et al., EPS 0200421; Pedersen, A.H. et al., Biochem. 28 (1989) 
9391-9336; FIX: Lin, S.-W. et al., J. Biol. Chem. 265 (1990) 144-150; FX: Wolf, D.L. et al, 
J. Biol. Chem. 266 (1991) 13726-13730; Protein C: Bang, N.U. et al., EPS 0191606. 

In der Regel werden Wirtszellen verwendet, die in der Lage sind, die Blutplasmaproteasen 
w&hrend des SekretionsprozeBes entsprechend dem nativen Enzym posttranslational zu modi- 
fizieren. Die Zymogen-Enzym Transformation erfolgt dann nachtraglich wahrend der M down 
stream" Prozessierung, wie z.B. im Falle von Prothrombin oder Faktor X mit einem Aktivator 
aus Schlangengift (Sheehan, J.P. et al., J. Biol. Chem. 268 (1993) 3639-3645; Fujikawa, K. et 
al.,Biochem. 11 (1972)4892-4898). 

Zwecks Zymogen-Enzym Aktivierung in vivo (bereits w&hrend der Sekretion) wurden die 
natuiiichen Zymogenschnittstellen bzw. das gesamte Aktiviemngspeptid gegen Protease- 
schnittstellen ausgetauscht (mehrere benachbarte basische Aminos&uren), die von im Sekre- 
tionsweg der Wirtszelle naturlich vorkommenden spezifisch spaltenden Proteasen wie z.B. 
Kex2 (Hefe) oder PACE (Saugetier Zellinien) gespalten werden k6nnen (FX: Wolf, D.L. et 
al., J. Biol. Chem. 266 (1991) 13726-13730; Prothrombin: Holly, R.D. und Foster, D.C., 
WO 93/13208). 
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Auch die Herstellung vo n Proteasevarianten (FX: Rezaie, A.R. et al., J. Biol. Chem. 268 
(1993) 8176-8180; FIX: Zhong, D.G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994) 
3574-3578), Mutanten (FX: Rezaie, A.R. et al., J. Biol. Chem. 269 (1994) 21495-21499; 
Thrombin: Yee, J. et al., J. Biol. Chem. 269 (1994) 17965-17970; FVD: Nicolaisen, E.M. et 
al., WO 88/10295) und ChimSren z.B. aus FIX und FX (Lin, S.-W. et al., J. Biol. Chem. 265 
(1990) 144-150; Hertzberg, M.S. et al., J. Biol Chem. 267 (1992) 14759-14766) mittels 
eukaryontischer Wilts-/ Vektorsysteme ist bekannt. 

Nachteile der Expression in eukarvonti schen Saueetier Zellinien: 

— aufwendig 

— limitierend hinsichtlich der Expressionsleistung 

— teuer 

— posttranslationale Modifikationen 

Herstellung von Blutplasmaproteasen durch Expression in Prokaryonten und 
anschlieOende Naturierung des Expressionsprodukts: 

Thogersen, H.C. et al. (WO 94/18227) beschreiben die Naturiering von FX Varianten mittels 
eines zyklischen Naturierungsprozesses, bei dem das inaktive FX Protein mittels eines 
Metallchelatkomplexes ( n poly(His)-affinity handle") in einer ChromatographiesSule fixiert ist. 

Dazu wurde ein Fusionsprotein verwendet bestehend aus einer verkurzten FX Variante 
(EGF1, EGF2 und Proteasedomane), einer zus&tzlichen FXa Proteaseerkennungssequenz und 
einer aus 6 Histidin-Resten bestehenden Fixierungshilfe am C-Terminus der katalytischen 
Domane. 

Nachteile: 

— Ein Fusionsprotein aus Protease und Poly-His Fixierungshilfe muB konstruiert werden. 

— Der NaturierungsprozeB ist sehr aufwendig. 

Viele Naturierungszyklen sind notwendig. 

- komplexe Apparatur 

- Die Ausbeute betragt nur 10%. 

— Die Fixierungshilfe muB ggf. nach der Naturierung entfernt werden. 
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Durch Autokatalyse wird nur der Poly-His Schwanz, nicht aber die zusatzlich einge- 
fiihrte FXa Spaltstelle entfernt. 

DiBella, EE. et al. (J. Biol. Chem. 270 (1995) 163-169) beschreiben die Naturierung einer 
verkurzten Thrombinvariante (Prethrombin-2) aus A-Kette (49 Aminosauren) und B-Kette 
(259 Aminosauren). 

Eine analoge Faktor Xa Variante bestehend aus Aktivierungspeptid und Proteasedomane 
(siehe Beispiel 4) laBt sich jedoch nicht naturieren. Neben der Zymogenregion 
(Aktivierungspeptid aus ca. 50 Aminosauren) ist zur FXa Naturierung die EGF2-Domfine 
erforderlich. Das gilt fur alie Mitglieder der FIX Proteinfamilie (FVII, FIX, FX und Protein 

C). 

Thrombin gehfirt nicht zur FIX Genfamilie und besitzt anstelle von zwei EGF-Domftnen zwei 
Kringel- Domanen. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB enzymatisch aktive Proteine mit Serinprotease- 
aktivitat durch Expression einer entsprechenden DNA in Prokaryonten, Naturierung des 
Expressionsprodukts und enzymatische Spaltung herstellbar sind, wenn sie zusanunengesetzt 
sind aus Serinproteasedomane (katalytische Domtae), N-terminal verbunden mit einer 
Zymogenaktivierungsdomane und einer EGF-Domtoe (EGFl und/oder EGF2). 

Die erfindungsgemaBen aktiven und verkurzten Serinproteasen der Faktor IX Familie and 
hinsichtlich ihrer Spezifitat unverandert (identisch) und kdnnen demzufolge sowohl in Aktivi- 
tatstests als auch im Screening nach neuen Modulatoren (Aktivatoren, Inhibitoren) verwendet 
werden. 

Es war nicht moglich, durch Expression einer nur fur die katalytische Domane codierenden 
DNA und Naturierung des inaktiven Expressionsprodukts eine enzymatisch aktive Protease- 
domane herzustellen. 

Auch durch N-terminale Proteasedomane-Fusionsproteine mit selektiver Proteaseschnittstelle 
(z.B. Enterokinase-Spaltstelle) konnten die gewiinschten enzymatisch aktiven Proteasedoma- 
nen von z.B. FIXa und FXa nicht hergestellt werden. Die Expressionsprodukte waren gemaB 
dem Stand der Technik nicht naturierbar. 
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Gegenstand der Erfindung ist ein nicht glycosyliertes, enzymatisch aktives Protein mit Serin- 
proteaseaktivitat und dessen zymogene Vorlaufer-Form bestehend aus den folgenden Dom&- 
nen einer Protease aus der Faktor IX Familie: 

a) der katalytischen Domane, N-terminal verbunden mit 

b) einer Zymogenaktivierungsdomane (Aktivierungspeptid), N-terminal verbunden mit 

c) einer EGF1- und/oder EGF2-Domane (vorzugsweise EGF2 oder EGF1 und EGF2). 

Vorzugsweise besteht die Zymogenaktivierungsdomane aus einem Oligopeptid mit bis zu 50 
Aminos&uren. Nach Spaltung der erfindungsgemafien zymogenen (inaktiven) einkettigen Form 
in der Zymogenaktivierungsdomane entsteht eine zweikettige aktive Protease. In der zweiket- 
tigen Form sind die beiden Ketten durch eine intermolekulare Disulfidbriicke (interchain) ver- 
bunden (Fig. 1 und Fig. 2). 

Vorzugsweise bestehen die erfindungsgemafien Proteine aus der EGF2-Domane der Zymo- 
genaktivierungsdomane und der katalytischen Domane von Faktor X und/oder Faktor IX. 
Bevorzugt ist ebenfalls ein Protein, welches aus der EGF2-Domane und der katalytischen 
Domane von Faktor X sowie dem Aktivierungspeptid von Faktor IX besteht. Besonders 
bevorzugt ist ein Protein, welches aus dem N-terminalen Teil der Faktor X EGF2-Domane 
(Aminosaureposition 108-154, Fig. 3), dem C-terminalen Teil der Faktor IX EGF2-Domfine, 
dem Faktor IX Aktivierungspeptid und der Faktor IX N-terminalen Halbseite 
(Aminosaureposition 133-289, Fig. 4) und der Faktor X C-terminalen Halbseite 
(Aminosaureposition 322-454, Fig. 3) zusammengesetzt ist. 

Die erfindungsgemafien Zymogene und aktiven Proteasen der Faktor IX Familie kdnnen 
anstelle der naturlichen Zymogene und Proteasen verwendet werden. Zweckmafiige Verwen- 
dungsmfcglichkeiten sind beispielsweise in der Biotechnologie der Einsatz als Restriktions- 
protease (vorzugsweise Faktor Xa), in der Diagnostik als Bestandteil einer enzymatischen 
Bestimmungsmethode, insbesondere zur indirekten Bestimmung von Blutgerinnungsprotease- 
aktivitaten (vorzugsweise Faktor IXa-Bestimmung). Eine weitere Verwendungsmdglichkeit 
ergibt sich als Target in Screening-Assays zur Suche nach Modulatoren (Aktivatoren, Inhibi- 
toren) der Blutgerinnung, Fibrinolyse oder Homoostase. Schliefilich stehen mit den erfin- 
dungsgemafien Proteinen kristallisierbare Serinproteasen zur Verfugung, die vorteilhaft fur 
Kristallisationsuntersuchungen (vorzugsweise Cokristallisation mit Aktivatoren und Inhibito- 
ren) eingesetzt werden kdnnen. 
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Besonders bevorzugt werden die erfindungsgemaBen aktiven Proteasen der Faktor IX Familie 
(Faktor IXa, Faktor Xa, Faktor Vila und Protein C) zur Identifikation von Inhibitoren ver- 
wendet. Ganz besonders bevorzugt ist hierbei die direkte Bestimmung von Faktor IXa und die 
Identifikation von Faktor IXa Hemmstoffen. Weiterhin kGnnen die erfindungsgemaBen Zymo- 
gene als Einsatzstoffe in einem diagnostischen Test verwendet werden. Dabei wird das erfin- 
dungsgemafle Zymogen (z.B. Faktor X) durch die zu bestimmende Protease (z.B. Faktor IXa) 
aktiviert. Das aktivierte Zymogen (z.B. Faktor Xa) spaltet dann ein chromogenes Peptid- 
substrat (z.B. Chromozym X) und generiert ein Meflsignal (z.B. p-Nitroanilin). Die hierdurch 
entstandene Farb&nderung ist ein MaB fur die Konzentration von Faktor IXa in der Probe und 
ist proportional zur zu bestimmenden Proteaseaktivitat. 

Vorzugsweise ist zwischen der Zymogenaktivierungsdom&ne und der EGF-Domfine (oder den 
EGF-Domanen) ein Spacer mit bis zu 50 AminosSuren eingefugt. Bei der Spaltung der erfin- 
dungsgemaBen zymogenen einkettigen Form in der Zymogenaktivierungsdomane wird ein 
aktives Protein in einer zweikettigen Form erhalten. In der zweikettigen Form sind beide Ket- 
ten durch eine intermolekulare Disulfidbriicke verbunden (Fig. 1 und Fig. 2). 

Vorzugsweise bestehen die erfindungsgemaBen Proteine aus der EGF2-Domftne, dem Aktivie- 
rungspeptid und der katalytischen Dom&ne von Faktor X und/oder Faktor IX. Bevorzugt ist 
ebenfalls ein Protein, welches aus der EGF2-Domfine und der katalytischen Domfcne von 
Faktor X sowie der Aktivierungsdomane von Faktor IX besteht. 

Methoden 

Rgkomfrinante DNA^Tgchpik 

Zur Manipulation von DNA wurden Standardmethoden benutzt, wie sie bei Sambrook, J. et 
al. (1989) In: Molecular cloning: A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, New York, beschrieben sind. Die verwendeten molekularbiologischen 
Reagenzien wurden nach den Angaben des Herstellers eingesetzt. 

Proteinbggtiynnmng 

Die Proteinkonzentration der Proteasevarianten wurde durch Bestimmung der optischen 
Dichte (OD) bei 280 nm unter Verwendung des anhand der Aminosauresequenz errechneten 
molaren Extinktionskoeffizienten ermittelt. 
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Expressionsvektor 

Der Vektor zur Expression der Blutgerinnungsproteasevarianten basiert auf dem Expressions- 
vektor pSAM-CORE fur core-Streptavidin. Die Herstellung und Beschreibung des Plasrnids 
pSAM-CORE ist in der WO 93/09144 von Kopetzki, E. et al. beschrieben. 

Das core-Streptavidin Gen wurde durch das gewunschte Proteasevariantengen im pSAM- 
CORE Vektor ersetzt. 

Die folgenden Beispiele, Publikationen, das Sequenzprotokoll und die Abbildungen erl&utern 
die Erfindung, deren Schutzumfang sich aus den Patentanspruchen ergibt, weiter. Die 
beschriebenen Verfahren sind als Beispiele zu verstehen, die auch noch nach Modifikationen 
den Gegenstand der Erfindung beschreiben. 

Beschreibung der Figuren 

Fig. 1 ist eine schematische Darstellung der Blutplasmaproteasen der FIX Protea- 

sefamilie. 

Fig. 2 ist eine schematische Darstellung der konstruierten verkttrzten FIX, FX und 

FIX/X chimaren Blutplasmaproteasen. 

(Bei rFIX/X-EGF2-AP-CD ist der Faktor X-Teil weiB und der Faktor 
IX-Teil schwarz.) 

Abkurzungen: AP = Aktivierungspeptid; AS = "aromatic amino acid stack" 
Domane; CD « katalytische Domane; EGF1 = epidermale-Wachstumsfak- 
tor-ahnliche Domane 1; EGF2 = epidermale-Wachstumsfaktor-ahnliche 
Domane 2; GLA = y-carboxyglutaminsaurereiche Domtoe. 

Fig. 3 zeigt die fur FX bei Kaul, R.K. et al. (Gene 41 (1986) 311-314) angegebene 

Nukleotid- und Aminosauresequenz. (Die Nukleotidsequenz ist in SEQ ID 
NO:15gezeigt.) 



zeigt die flir FIX bei McGraw, R.A. et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 
(1985) 2847-2851) angegebene Nukleotid- und Aminosauresequenz. (Die 
Nukleotidsequenz ist in SEQ ID NO: 1 6 gezeigt.) 
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Beispiel 1 

KJonierung der katalytischen Domane des FX Proteasegens 
(Plasmid: pFX-CD) 

Die FX cDNA von Bp-Position 649-1362, kodierend fur die FX Proteasedom&ne von 
Aminos&ureposition 217-454 (cDNA Sequenz- und Aminosauresequenz-Numerierung ent- 
sprechend der Publikation von Kaul, RK. et al. (Gene 41 (1986) 311-314; Fig. 3) wurde in 
einer "Polymerase Chain Reaktion" (PCR) gemaB der Methode von Mullis, K.B. und Faloona, 
F.A. (Methods Enzymol. 155, (1987) 355-350) unter Verwendung der PCR Primer Nl (SEQ 
ID NO: 1) und N2 (SEQ ID NO: 2) 

EcoRI BspHX 

Nl: 5 1 -AAAAAAGAATTCTCATGATCGTGGGAGGCCAGGAATGCAAG- 3 ' 

MetlleValGlyGlyGlnGluCysLys 

Hindi I I 

N2 : 5 ' -AAAAAA AAGCTT CATTACTTGGCCTTGGGCAAGCCCCTGGT- 3 ' 

und einer kommerziell erh&ltlichen humanen Leber cDNA Genbank (Vektor: Lamba ZAP* II) 
der Firma Stratagene (La Joila, CA, U.S.A.) als Template DNA amplifiziert. Mittels der PCR 
Primer wurde am 5'-Ende der kodierend en Region eine singul&re BspHI Schnittstelle und ein 
ATG-Startkodon und am 3-Ende der kodierenden Region eine singul&re Hindlll Schnittstelle 
eingefuhrt. 

Das ca. 740 Bp lange PCR Produkt wurde mit den Restriktionsendonukleasen BspHI und 
Hindlll verdaut und das ca. 725 Bp lange BspHI/Hindlll-FX Fragment nach Reinigung durch 
Agarosegelelektrophorese in das ca. 2,55 kBp lange NcoI/Hindlll-pSAM-CORE Vektorfrag- 
ment ligiert. Das gewunschte Plasmid pFX-CD wurde durch Restriktionskartierung identifi- 
ziert und die durch PCR isolierte FX cDNA Sequenz durch DNA Sequenzierung uberpriift. 

Beispiel 2 

Konstruktion des FX Proteasegens mit N-termtnalem (His) 4 -Schwanz, Enterokinase- 
spaltstelie und katalytischer Domane (Plasmid: pFX-EK-CD) 

Der Leserahmen des klonierten FX-CD Gens (siehe Beispiel 1) wurde am 5-Ende mit einer 
Nukleotidsequenz verbunden, die fur die Aminosauresequenz MHHHHDDDDK (SEQ ID 
NO: 17) kodiert und das ATG-Startkodon, eine Poly-His-Sequenz und eine Enterokinasespalt- 
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stelle enthalt. Zur Konstruktion dieses FX-EK-CD Variantengens wurde die am S'-Ende des 
FX-CD Gens lokalisierte singulare BsmI Schnittstelle und die stromaufwarts im Promoter 
benachbarte singulare EcoRI Schnittstelle verwendet. 

Dazu wurde das Plasmid pFX-CD mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und BsmI ver- 
daut und das ca. 3,25 kBp lange EcoRI/Bsml-pFX-CD Vektorfragment nach Isolierung mit- 
tels Agarosegelelektrophorese mit dem FX-EK-CD DNA-Adaptor ligiert. Der FX-EK-CD 
Adaptor wurde durch Hybridisierung aus den komplementaren Oligonukleotiden N3 (SEQ ID 
NO: 3) und N4 (SEQ ID NO: 4) (Reaktionspuffer: 12,5 mmol/1 Tris-HCl, pH 7,0 und 
12,5 mmol/1 MgCI 2 ; N Konzentration: jeweils 1 pmol / 60 ul) hergestellt. 

FX-EK-CD Adaptor: 

N3 : 5 ' -AATTOOTAAAGAOMAAA^^ 



N4: 5'-C 



ECORI 



N3 . s . -AATTOOTAAflGAGGAGAAAr^ 3 ' 

N4 : 3 ' -""^AATITCrcCTCTTTAATTTTA^ ~ 5 ' 

Me tHi 3Hi s Hi sHi sAspAspAapAspLy s 1 1 eVa 1 Gl yGl yGl nGluC y s 



Beispiel 3 

Klonierung des FX Proteasegens mit EGF2-Domane, Aktivierungspeptid und katalyti- 
scher Domane (Plasmid: pFX-EGF2-AP-CD) 

Die FX cDNA von Bp-Position 322-1362, kodierend fur die EGF2-Domfine, das Aktivie- 
rungspeptid und die katalytische Proteasedomane von Aminosaureposition 108-454 (cDNA 
Sequenz- und Aminosauresequenz-Numerierung entsprechend Fig. 3) wurde mittels PCR 
unter Verwendung der PCR Primer N5 (SEQ ID NO: 5) und N2 (SEQ ID NO: 2) 

EcoRI 

| N5: 5 ' -AftAAAAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAAAATGCGGAAGCTCTGCAGCCTGGACAAC- 3 ' 

MetArgLysLeuCysSerLeuAspAsn 

und einer kommerziell erhaltlichen humanen Leber cDNA Genbank (Vektor: Lamba ZAP* II) 
der Firma Stratagene (La Jolla, CA U.S.A.) als Template DNA amplifiziert. Mittels der PCR 
Primer wurde am 5'-Ende der kodierenden Region ein ATG-Startkodon und eine singulare 
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EcoRI Schnittstelle und am 3-Ende der kodierenden Region eine singulare Hindlll Schnitt- 
stelle eingefuhrt. 

Das ca. 1,09 kBp lange PCR Produkt wurde mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und 
BstEII verdaut und das ca. 1,02 kBp lange EcoRI/BstEILFX Fragment nach Reinigung durch 
Agarosegelelektrophorese in das ca. 2,58 kBp lange EcoRI/BstEII-pFX-CD Vektorfragment 
(Beispiel 1) ligiert. Das gewunschte Plasmid pFX-EGF2-AP-CD wurde durch Restriktions- 
kartierung identifiziert und die durch PCR isolierte FX cDNA Sequenz durch DNA Sequen- 
zierung uberpruft. 

Beispiel 4 

Konstruktion des FX Proteasegens mit verkurzter EGF2-Domane, Aktivierungspeptid 
und katalytischer Domane (Plasmid: pFX-AEGF2-AP-CD) 

Die FX cDNA von Bp-Position 460-1362, kodierend fur eine verkiirzte EGF2-Domfine, das 
Aktivierungspeptid und die katalytische Proteasedornane von Aminos&ureposition 154-454 
(cDNA Sequenz- und Aminosauresequenz-Numerierung entsprechend Fig. 3) wurde mittels 
PCR unter Verwendung der PCR Primer N6 (SEQ ID NO: 6) und N2 (SEQ ID NO: 2) 

EcoRI 

| N€: 5 1 -AAAAAAGAATTCATTAAAGA^ 1 

Me tC y sGl y Ly s GlnThr LeuGl u 

und dem Plasmid pFX-EGF2-AP-CD (Beispiel 3) als Template DNA amplifiziert. Bei der 
PCR wurde mittels des N6 Primers der 5-Bereich des Strukturgens (Aminos&ureposition 2 
und 3) an die in E. coli bevorzugt benutzten Kodons angepaflt ("ATG-Umgebung mit opti- 
mierter Codonusage", gekennzeichnet durch Kleinschreibung der Basen im N6 Primer), ohne 
die Proteinsequenz zu verandern. 

Das ca. 960 Bp lange PCR Produkt wurde mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und 
Hindlll verdaut und das ca. 950 Bp lange EcoRI/Hindlll-FX Fragment nach Reinigung durch 
Agarosegelelektrophorese in das ca. 2,53 kBp lange EcoRI/Hindlll-pSAM-CORE Vektor- 
fragment (Beispiel 1) ligiert. Das gewunschte Plasmid pFX-AEGF2-AP-CD wurde durch 
Restriktionskartierung identifiziert und die durch PCR amplifizierte FX DNA Sequenz durch 
DNA Sequenzierung uberpriift. 
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Beispiel 5 

Konstruktion des FX Proteasegens mit Aktivierungspeptid und katalytischer Domane 
(Plasmid: pFX-AP-CD) 

Die FX cDNA von Bp-Position 496-1362, kodierend fiir das Aktivierungspeptid und die kata- 
lytische Proteasedomane von Aminosaureposition 166-454 (cDNA Sequenz- und Aminosau- 
resequenz-Numerierung entsprechend Fig. 3) wurde mittels PCR unter Verwendung der PCR 
Primer N7 (SEQ ID NO: 7) und N2 (SEQ ID NO: 2) 

Ncol 

| N7: 5 ' -AAAAAACCATGGTtGCtCAGGCtACCAGCAGCAGC-3 ' 
MetValAlaGlnAlaThrSerSerSer 

und dem Plasmid pFX-EGF2-AP-CD (Beispiel 3) als Template DNA amplifiziert. Bei der 
PCR wurde mittels des N7 Primers der 5'-Bereich des Strukturgens (Aminosaureposition 2, 3 
und 5) an die in E. coli bevorzugt benutzten Kodons angepaBt ("ATG-Umgebung mit opti- 
mierter Codonusage", gekennzeichnet durch Kleinschreibung der Basen im N7 Primer), ohne 
die Proteinsequenz zu verandern. 

Das ca. 890 Bp lange PCR Produkt wurde mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und 
Hindlll verdaut und das ca. 880 Bp lange NcoI/Hindlll-FX Fragment nach Reinigung durch 
Agarosegelelektrophorese in das ca. 2,55 kBp lange NcoI/Hindni-pSAM-CORE Vektorfrag- 
ment (Beispiel 1) ligiert. Das gewiinschte Plasmid pFX-AP-CD wurde durch Restriktionskar- 
tierung identifiziert und die durch PCR amplifizierte FX DNA Sequenz durch DNA Sequen- 
zierung iiberpruft. 

Beispiel 6 

Klonierung der katalytischen Domane des FIX Proteasegens (Plasmid: pFXX-CD) 

Die FIX cDNA von Bp-Position 690-1403, kodierend fiir die FIX Proteasedomane von 
Aminosaureposition 181-415 (cDNA Sequenz- und Aminosauresequenz-Numerierung ent- 
sprechend der Publikation von McGraw, R.A. et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985) 
2847-2851; Fig. 4) wurde unter Verwendung der PCR Primer N8 (SEQ ID NO: 8) und N9 
(SEQ ID NO: 9) 

Ncol 

| N8: 5 ' -AAAAA ACCATGG TTGTTGGTGGAGAAGATGCCftAACC- 3 ' 
MetValvalGlyGlyGluAspAlaLys 
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Hindlll 

N9 : 5 ■ -AAAAAAAAGCTTCATTAAGTGAGCTTTGTl'TTTTCCTTAATC--3 ' 

und einer kommerziell erhaltlichen humanen Leber cDNA Genbank (Vektor: Lamba ZAP* II) 
der Firma Stratagene (La Jolla, CA, U.S.A.) als Template DNA amplifizieit. Mitteis der PGR 
Primer wurde am 5-Ende der kodierenden Region eine singul&re Ncol Schnittstelle und ein 
ATG-Startkodon und am 3 -Ende der kodierenden Region eine singulare Hindlll Schnittstelle 
eingefuhrt. 

Das ca. 730 Bp lange PCR Produkt wurde mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und 
Hindlll verdaut und das ca. 720 Bp lange NcoI/Hindlll-FIX Fragment nach Reinigung durch 
Agarosegelelektrophorese in das ca. 2,55 kBp lange NcoI/Hindlll-pSAM-CORE Vektorfrag- 
ment ligiert (Beispiel 1). Das gewiinschte Plasmid pFIX-CD wurde durch Restriktionskartie- 
rung identifiziert und die durch PCR isolierte FIX cDNA Sequenz durch DNA Sequenzierung 
uberpriift. 

Beispiel 7 

Konstruktion des FIX Proteasegens mit EGF2-Domane, Aktivierungspeptid und kataly- 
tischer Domane (Plasmid: pFIX-EGF2-AP-CD) 

Die FIX cDNA von Bp-Position 402-986, kodierend fur die EGF2-Dom4ne, das Aktivie- 
rungspeptid und den N-terminalen Bereich der FIXa Proteasedomfine von Aminos&ureposition 
85-278 (cDNA Sequenz- und Aminosauresequenz-Numerierung entsprechend Fig. 4) wurde 
unter Verwendung der PCR Primer N10 (SEQ ID NO: 10) und Nl 1 (SEQ ID NO: 11) 

Ncol 

Nl 0 : 5 ' -AAAAAACGATGGATGTAACATGTAACATTAAGAATGGCA- 3 ' 
MetAspValThrCysAsnlleLysAsnGly 

Nl 1 : 5 1 -GGGTTCGTCCAGTTCCAGAAGGGC - 3 ' 

und einer kommerziell erhaltlichen humanen Leber cDNA Genbank (Vektor: Lamba ZAP* II) 
der Firma Stratagene (La Jolla, CA, U.S.A.) als Template DNA amplifiziert. Mittels des PCR 
Primers N10 wurde am 5-Ende der kodierenden Region ein ATG-Startkodon und eine singu- 
lare Ncol Schnittstelle eingefuhrt. 
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Das ca. 590 Bp lange PCR Produkt wurde mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und BsmI 
verdaut und das ca. 360 Bp lange NcoI/BsmI-FIX-EGF2-AP Fragment nach Reinigung durch 
Agarosegelelektrophorese in das ca. 3,2 kBp lange NcoI/Bsml-pFDC-CD Vektorfiragment 
(Beispiel 6) ligiert. Das gewiinschte Plasmid pFIX-EGF2-AP-CD wurde durch Restriktions- 
kartierung identifiziert und die durch PCR isolierte FIX cDNA Sequenz durch DNA Sequen- 
zierung uberpriift. 

Beispiel 8 

Konstruktion eines chimaren Proteasegens aus FIX und FX (Plasmid: pFK/X-EGF2- 
AP-CD) 

Das chimare FIX/FX Proteasegen wurde aus dem N-terminalen Teil der FX EGF2-Domane 
(Bp-Position: 322-462; Aminosaureposition: 108-154, Fig. 3), dem C-terminalen TeU der FIX 
EGF2, dem FIX Aktivierungspeptid und der FIX N-terminalen Halbseite (Bp-Position: 397- 
867; Aminosaureposition: 133-289, Fig. 4) und der FX C-terminalen Halbseite (Bp-Position: 
964-1362; Aminosaureposition: 322-454; Fig. 3) zusammengesetzt. 

Dazu wurde in einer ersten PCR Reaktion die DNA kodierend for den C-terminalen Teil der 
FIX EGF2, das FIX Aktivierungspeptid und die FDC N-terminale Halbseite von Bp-Position: 
397-867 (Aminosaureposition: 133-289; Fig. 4) unter Verwendung der PCR Primer N12 
(SEQ ID NO: 12) und N13 (SEQ ID NO: 13) 

StuI 

N12 . 5 ■ -AAAAAA AGGCCT GCATTCCCACRGGGCCCTACCCCTGTGGRAGAGTTTCTGTTTCACAAAC- 3 ' 

GlyArgValSerValSerGln — 
1133 FIX-EGF2 -> 

Mrol 

N13: 5 ' -AAAARAtCCqGAAGGCAAAIAGGTGTAACGTAGCTGTTTAGC - 3 ' 

und des Plasmtds pFIX-EGF2-AP-CD (Beispiel 7) als Template DNA ampUfiziert. Mittels der 
5'-uberhangenden Nukleotidsequenz des PCR Primers N12 wurde die FX-EGF2- mit der FIX- 
EGF2 DNA Sequenz verbunden. Sie besteht aus der FX DNA Sequenz von Bp-Position 430- 
462 (Fig. 3) mit einer singularen StuI Schnittstelle am 5'-Ende. Mit der S'-uberhangenden 
Nukleotidsequenz des N13 Primers wurde die FIX- mit der FX DNA verbunden. Sie besteht 
aus der FX DNA Sequenz von Bp-Position: 964-970 (Fig. 3). Durch 2 Bp-Substitutionen 
(durch Kleinschreibung der Basen im N13 Primer gekennzeichnet) wurde in dieser Sequenz 
eine singulare Mrol Schnittstelle erzeugt, ohne die Proteinsequenz zu verandern. In einer 
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zweiten PCR Reaktion wurde die FX C-terminale Halbseite von Bp-Position: 964-1362 
(Aminosaureposition: 322-454; Fig. 3) unter Verwendung der PCR Primer N14 (SEQ ED NO: 
14)undN2 (SEQ ID NO: 2) 

Mrol 

| N14: 5 ' -AAAAA AtCCgGA GCGTGACTGGGCCGAGTCC-3 ' 

und des Plasmids pFX-EGF2-AP-CD (Beispiel 3) als Template DNA amplifiziert. Mittels des 
N14 Primers wurde am S'-Ende innerhalb der kodierenden FX-CD Region durch 2 Bp-Substi- 
tutionen (durch Kleinschreibung der Basen im N14 Primer gekennzeichnet) eine singulare 
Mrol Schnittstelle eingeflihrt, ohne die Aminosauresequenz zu verandern. 

Das erste PCR Produkt wurde mit StuI und Mrol und das zweite PCR Produkt mit Mrol und 
Hindlll verdaut. Danach wurde in einer Dreifragmentligation das ca. 510 Bp lange Stul/Mrol- 
Fragment mit dem ca. 400 Bp iangen Mrol/Hindlll-Fragment und dem ca. 2640 Bp langen 
StuI/HindIII-pFX-EGF2-AP-CD Vektorfragment (Beispiel 3) ligiert. Das gewunschte Plasmid 
pFIX/X-EGF2-AP-CD wurde durch Restriktionskartierung identifiziert und die durch PCR 
amplifizierte FIX/X DNA Sequenz durch DNA Sequenzierung uberpriift. 

Beispiel 9 

a) Expression der Proteasegene in E. coli 

Zur Expression der Proteasegene wurde der E. coli K12 Stamm UT5600 (Grodberg, J. und 
Dunn, J.J., J. Bacteriol. 170 (1988) 1245-1253) jeweils mit einem der in den Beispielen 1-8 
beschriebenen Expressionsplasmiden pFX-CD, pFX-EK-CD, pFX-EGF2-AP-CD, pFX- 
AEGF2-AP-CD, pFX-AP-CD, pFIX-CD, pFDC-EGF2-AP-CD und pFIX/X-EGF2-AP-CD 
(Ampicillin-Resistenz) und dem iacI q -Repressorplasmid pUBS520 (Kanamycin-ResistOTz, 
Herstellung und Beschreibung siehe: Brinkmann, U. et al., Gene 85 (1989) 109-114) trans- 
formiert. 

Die mit den Expressionsplasmiden pFX-CD, pFX-EK-CD, pFX-EGF2-AP-CD, pFX-AEGF2- 
AP-CD, pFX-AP-CD, pFIX-CD, pFIX-EGF2-AP-CD und pFIX/X-EGF2-AP-CD transfor- 
mierten UT5600/pUBS520/Zellen wurden in Schattelkultur in DYT-Medium (1% (w/v) Hefe- 
extrakt, 1% (w/v) Bacto Tryptone, Difco, und 0,5% NaCI) mit 50-100 mg/1 Ampicillin und 50 
mg/l Kanamycin bet 37°C bis zu einer optischen Dichte bei 550 nm (OD 550 ) von 0,6-0,9 ange- 
zogen und anschliePend mit IPTG (1-5 mmol/1 Endkonzentration) induziert. Nach einer 
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Induktionsphase von 4-8 Stunden (Std.) bei 37°C wurden die Zellen durch Zentrifiigation 
(Sorvall RC-5B Zentrifuge, GS3 Rotor, 6000 UPM, 15 min) geerntet, mit 50 mmol/1 Tris-HCl 
Puffer, pH 7,2 gewaschen und bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert. Die Zellausbeute 
aus einer 1 1 Schuttelkultur betrug 4-5 g (Naflgewicht). 

b) Expressionsanalyse 

Die Expression der mit den Plasmiden pFX-CD, pFX-EK-CD, pFX-EGF2-AP-CD, pFX- 
AEGF2-AP-CD, pFX-AP-CD, pFIX-CD, pFIX-EGF2-AP-CD und pFIX/X-EGF2-AP-CD 
transformierten UT5600/pUBS520/Zellen wurde analysiert. Dazu wurden Zellpeilets aus 
jeweils 1 ml abzentrifugiertem Anzucht medium in 0,25 ml 10 mmol/1 Tris-HCl, pH 7,2 
resuspendiert und die Zellen durch Ultraschallbehandlung (2 Pulse a 30 s mit 50% Intensity) 
mit einem Sonifier® Cell Disruptor B15 der Firma Branson (Heusenstamm, BRD) aufge- 
schlossen. Die unldslichen Zellbestandteile wurden sedimentiert (Eppendorf 5415 Zentrifuge, 
14000 UPM, 5 min) und der Uberstand mit 1/5 Volumen (Vol) 5xSDS-Probenpuffer 
(IxSDS-Probenpuffer: 50 mmol/1 Tris-HCl, pH 6,8, 1% SDS, 1% Mercaptoethanol, 10% 
Glycerin, 0.001% Bromphenolblau) versetzt. Die unldsliche Zelltrummerfraktion (Pellet) 
wurde in 0,3 ml IxSDS-Probenpuffer mit 6 - 8 M Harnstoff resuspendiert, die Proben 5 min 
bei 95°C inkubiert und erneut zentrifugiert Danach wurden die Proteine durch 
SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt (Laemmli, U.K., Nature 227 
(1970) 680-685) und mit Coomassie Brilliant Blue R Farbstoff angefiirbt. 

Die in E. coli synthetisierten Proteasevarianten waren homogen und wurden ausschliepiich in 
der unlttslichen Zelltrummerfraktion gefiinden ("inclusion bodies", IBs). Die Expressionshdhe 
betrug 10-50% bezogen auf das E. coli Gesamtprotein. 

Beispiel 10 

Zellyse, Solubilisierung und Naturierung der Proteasevarianten 
a) Zellyse und Preparation der "inclusion bodies" (IBs) 

Das Zellpellet aus 3 1 Schuttelkultur (ca. 15 g NaCgewicht) wurde in 75 ml 50 mmol/1 Tris- 
HCl, pH 7,2, resuspendiert. Die Suspension wurde mit 0,25 mg/ml Lysozym versetzt und 30 
min bei 0°C inkubiert. Nach Zugabe von 2 mmol/1 MgCl 2 und 10 ng/ml DNase I (Boehringer 
Mannheim GmbH, Kat.-Nr. 104159) wurden die Zellen mechanisch mittels Hochdruckdisper- 
sion in einer French® Press der Firma SLM Amico (Urbana, IL, U.S.A.) aufgeschlossen. 
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Anschlieflend wurde die DNA 30 min bei Raumtemperatur (RT) verdaut. Der Ansatz wurde 
mit 37,5 ml 50 mmol/1 Tris-HCl pH 7,2, 60 mmol/I EDTA, 1,5 mol/1 NaCl, 6% Triton X-100 
versetzt, weitere 30 min bei RT inkubiert und in einer Sorvall RC-5B Zentrifuge (GSA Rotor, 
12000 UPM, 15 min) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 100 ml 50 
mmol/l Tris-HCl, pH 7,2, 20 mmol/1 EDTA versetzt, 30 min unter Ruhren bei 4°C inkubiert 
und erneut sedimentiert. Der letzte Waschschritt wurde wiederholt. Die gereinigten IBs (1,5- 
2,0 g NaBgewicht, 25-30% Trockenmasse, 100-150 mg Protease) wurden bis zur Weiterver- 
arbeitung bei -20°C gelagert. 

b) Solubilisierung und Derivatisierung der IBs 

Die gereinigten IBs wurden in einer Konzentration von 100 mg IB-Pellet (Na3gewicht)/ml 
entsprechend 5-10 mg/ml Protein in 6 mol/l Guanidinium-HCl, 100 mmol/1 Tris-HCl, 20 
mmol/1 EDTA, 150 mmol/1 GSSG und 15 mmol/1 GSH, pH 8,0 unter ROhren bei RT in 1-3 
Std. gelGst. Anschlieflend wurde der pH auf pH 5,0 eingestellt und die unl&slichen Bestand- 
teile durch Zentrifugation (Sorvall RC-5B Zentrifuge, SS34 Rotor, 16000 UPM, 10 min) ab- 
getrennt. Der Uberstand wurde gegen 100 Vol 4-6 mol/1 Guanidinium-HCl pH 5,0 fiir 24 Std. 
bei 4°C dialysiert. 

c) Naturierung 

Die Naturierung der in 6 mol/1 Guanidinium-HCl solubilisierten und mit GSSG/GSH derivati- 
sierten Proteasevarianten wurde bei 4°C durch wiederholte (z.B. 3-fache) Zugabe von jeweDs 
0,5 ml IB-Solubilisat/Derivat zu 50 ml 50 mmol/1 Tris-HCl, 0,5 mol/1 Arginin, 20 mmol/1 
CaCl 2 , 1 mmol/1 EDTA und 0,5 mmol/1 Cystein, pH 8,5 im Zeitabstand von 24 Std. und an- 
schlieflende Inkubation fur 48 Std. bei 4°C bewirkt. Nach AbschluO der Naturierungsreaktion 
wurden unlosliche Bestandteile durch Filtration mit einem Filtrationsgerat der Firma Satorius 
(Gdttingen, BRD) bestuckt mit Tiefenfilter K 250 der Firma Seitz (Bad Kreuaiach, BRD) ab- 
getrennt. 

d) Konzentrierung und Dialyse der Naturierungsansatze 

Der klare proteasehaltige Uberstand wurde durch Cross-Flow-Filtration in einer Minisette 
(Membran Typ: Omega 10K) der Firma Filtron (Karlstein, BRD) 10-15-fach konzentriert und 
zur Entfernung von Guanidinium-HCl und Arginin gegen 100 Vol 20 mmol/1 Tris-HCl und 50 
mmol/1 NaCl, pH 7,2 fur 24 Std. bei 4°C dialysiert. Prazipitiertes Protein wurde durch Zentri- 
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fiigation abgetrennt (Sorvall RC-5B Zentrifuge, SS34 Rotor, 16000 UPM, 20 min) und der 
klare Uberstand mit einer Nalgene® Einmalfiltrationseinheit (Porendurchmesser: 0,2 |im) der 
Firma Nalge (Rochester, NY, U.S.A.) filtriert. 

e) Bestimmung der Naturierungseffizienz 

Die Proteinkonzentration der naturierten konzentrierten und filtrierten Naturierungsans&tze 
wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 280 run unter Verwendung der anhand 
der Aminosfiuresequenzen errechneten molaren Extinktionskoeffizienten fur rFX-CD, rFX- 
EK-CD, rFX-EGF2-AP-CD, rFX-AEGF2-AP-CD, rFX-AP-CD, rFIX-CD, rFIX-EGF2-AP- 
CD und rFDC/X-EGF2-AP-CD ermittelt. 

Eine Probe der Naturierungsansatze, bestehend aus nativ gefalteter Protease und falsch disul- 
fidverbriickten Proteaseoligomeren, wurde durch nicht-reduzierende SDS PAGE aufgetrennt 
(Beispiel 13 b). Die gewunschten loslichen monomeren Proteasezymogene wurden anhand des 
apparenten Molekulargewichts und der Bandenschfirfe identifiziert. Aus dem Vergleich (Ver- 
h&ltnis) der Bandenintensitaten von monomerem Proteasezymogen zu den restlichen Banden 
("Proteinschmier") wurde die "Naturierungseffizienz" abgesch&tzt. 



Proteasevariante 


molarer Extinktions- 
koeffizient 
[ cm^ mof 1 ] 


Molekulargewicht 
IkDa] 


Naturierungseffizienz 
1%] 


rFX-CD 


33540 


27.3 


<0.1 


rFX-EK-CD 


33540 


28.4 


<0.1 


rFX-EGF2-AP-CD 


43490 


39.3 


5-10 


rFX-AEGF2-AP-CD 


40570 


34.3 


<0.1 


rFX-AP-CD 


40510 


32.9 


<0.1 


rFIX-CD 


41670 


26.3 


<0.1 


rFIX-EGF2-AP-CD 


44650 


36.9 


15-20 1 


rFfX/X-EGF2-AP-CD 


43370 


37.5 


10-15 \ 



Ergebnis: 

Nur die Proteasevarianten mit EGF2-Domane, Aktivierungspeptid (AP) und katalytischer 
Domane (CD) lieBen sich naturieren. 
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Beispiel 11 

Reinigung der naturierten inaktiven Proteasevarianten 

Die inaktiven Proteasevarianten aus den Naturierungsansatzen kOnnen bei Bedarf mit chro- 
matographischen Methoden, die dem Fachmann bekannt sind, weiter gereinigt werden. 

a) Reinigung der Proteasevarianten durch Ionenaustauschchromatographie an 
Q-Sepharose-fT 

Der konzentrierte und gegen 20 mmol/1 Tris-HCl und 50 mmol/1 NaCl, pH 8,0 dialysierte 
Naturieningsansatz wurde auf eine mit dem gleichen Puffer aquilibrierte Q-Sepharose-ff Saule 
(1,5 x 1 1 cm, V = 20 ml; Beladungskapazitat: 10 mg Protein / ml Gel) der Firma Pharmacia 
Biotech (Freiburg, BRD) aufgetragen (2 Saulenvolumen/Stunde, 2 SV/Std.) und so lange mit 
dem Aquilibrierungspuffer gewaschen, bis die Absorption des Eluats bei 280 nm den Leerwert 
des Puffers erreichte. Die Elution des gebundenen Materials erfolgte durch einen Gradienten 
von 50-500 mmol/1 NaCl in 20 mmol/1 Tris-HCl, pH 8,0 (2 SV/Std.). Die Proteasen wurden 
bei einer NaCl Konzentration von 100-150 mmol/1 eluiert. Die proteasehaltigen Fraktionen 
wurden durch nicht-reduzierende und reduzierende SDS PAGE identifiziert und der EIu- 
tionspeak vereinigt. 

b) Endreinigung der inaktiven Proteasevarianten durch Ionenaustauschchromato- 
graphie an Heparinsepharose CL-6B 

Die vereinigten proteasehaltigen Fraktionen nach Chromatographic an Q-Sepharose-ff wurden 
direkt auf eine mit 20 mmol/1 Tris-HCl und 200 mmol/1 NaCl, pH 8,0 aquilibrierte Heparin- 
sepharose CL-6B Saule (1,5 x 11 cm; V = 20 ml, Beladungskapazitat: 1 mg Protein / ml Gel) 
der Firma Pharmacia Biotech (Freiburg, BRD) aufgetragen (2 SV/Std.)- Danach wurde so 
lange mit dem Aquilibrierungspuffer gewaschen, bis die Absorption des Eluats bei 280 nm den 
Leerwert des Puffers erreichte. Die Elution des gebundenen Materials erfolgte durch einen 
Gradienten von 0,2-1,0 mol/1 NaCl in 20 mmol/1 Tris-HCl, pH 8,0 (2 SV/Std.). Die Proteasen 
wurden bei einer NaCl Konzentration von 500-600 mmol/1 eluiert. Die proteasehaltigen Frak- 
tionen wurden durch nicht-reduzierende und reduzierende SDS PAGE identifiziert, der Elu- 
tionspeak vereinigt und gegen 20 mmol/1 Tris-HCl, 50-200 mmol/1 NaCl, 5 mmol/1 CaCl 2 , pH 
7,8 dialysiert. 
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Beispie) 12 

Aktivierung und Reinigung der aktivierten Proteasevarianten 

Die naturierten gereinigten inaktiven rFIX- und rFX Proteasevarianten wurden mit gereinigter 
"Russels viper venom H (RVV-X) Protease aktiviert. Die RW-X Protease wurde, wie in der 
Publikation von Esmon, C.T. (Prothrombin activation, doctoral dissertation, Washington 
University, St. Louis, MO (1973)) beschrieben, aus dem kommerziell erhaltlichen Schlagengift 
Lyophilisat der Firma Sigma Aldrich Chemie GmbH (Deisenhofen, BRD) durch Gelfiltration 
gefolgt von lonenaustausch-Chromatographie an Q-Sepharose-ff gereinigt. 

a) Aktivierung und Reinigung der rFK-EGF2-AP-CD Proteasevariante mit RW-X 

Die Proteasevariante rFIX-EGF2-AP-CD wurde in einer Konzentration von 0,5 bis 2,0 mg/ml 
und einem Protease/Substrat-Verhaltnis von 1:10 bis 1:20 in 20 mmol/1 Tris-HCl, 50 mmol/l 
NaCl, 10 mmol/1 CaCl 2 , pH 7,8 bei 25°C verdaut. Der zeitliche Verlauf der enzymatischen 
FIX Aktivierung wurde durch AktivitStsbestimmung mit einem chromogenen Substrat (siehe 
Beispiel 13 a) bis zur Vollstandigkeit des Verdaus (Plateau, maximale Aktivierung) verfolgt. 
Dazu wurden aus dem Reaktionsansatz uber einen Zeitraum von bis zu 24 Std. Proben (10 bis 
100 im Abstand von 3-4 Std. entnommen und die generierte rFIXa Aktivit&t bestimmt. 
Nach Erreichen des Aktivierungsplateaus wurde der RW-X Verdau durch Negativ-Chro- 
matographie an Q-Sepharose-ff gereinigt. 

RW-X und nicht aktivierte rFIX-EGF2-AP-CD Protease binden unter den vorgegebenen 
Bedingungen an Q-Sepharose-ff, die aktivierte rFIXa-EGF2-AP-CD Protease jedoch nicht. 

Der Verdauansatz wurde auf eine mit 20 mmol/1 Tris-HCl, 50 mmol/1 NaCl, pH 7,8 aquilt- 
brierte Q-Sepharose-ff-Saule (1,0 x 10 cm, V = 8 ml) der Firma Pharmacia Biotech (Freiburg, 
BRD) aufgetragen (2 SV/Std.) und die SSule mit Aquilibrierungspuffer unter Fraktionierung 
entwickelt. Die rFIXa-EGF2-AP-CD proteasehaltigen Fraktionen wurden durch nicht-reduzie- 
rende und reduzierende SDS PAGE und Aktivitatsbestimmung identifiziert. 

b) Aktivierung und Reinigung der rFX-EGF2-AP-CD Proteasevariante mit RW-X 

Die Proteasevariante rFX-EGF2-AP-CD wurde in einer Konzentration von 0,5 bis 2,0 mg/ml 
und einem Protease/Substrat-Verhaltnis von 1:100 bis 1 :200 in 20 mmol/1 Tris-HCl, 50 mmol/1 
NaCl, 10 mmol/1 CaCl 2 , pH 7,8 bei 25°C verdaut. Der zeitliche Verlauf der enzymatischen 
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rFX-EGF2-AP-CD Aktivierung wurde durch Aktivitatsbestimmung mit einem chromogenen 
Substrat (siehe Beispiel 13 a) bis zur Vollstandigkeit des Verdaus (Plateau, maximale 
Aktivierung) verfolgt. Dazu wurden aus dem Reaktionsansatz liber einen Zeitraum von bis zu 
4 Std, Proben (10 bis 100 pJ) im Abstand von 15-30 min entnommen und die generierte FXa 
Aktivitfit bestimmt. Nach Erreichen des Aktivierungsplateaus wurde die aktive rFXa-EGF2- 
AP-CD Protease durch Chromatographic an Benzamidin-Sepharose-CL-6B gereinigt. 

Nur die aktivierte rFXa-EGF2-AP-CD Proteasevariante bindet unter den vorgegebenen 
Bedingungen an Benzamidin-Sepharose-CL-6B. 

Der Verdauansatz wurde auf eine mit 20 mmol/1 Tris-HCl, 200 mmol/l NaCl, pH 8,0 Squiti- 
brierte Benzamidin-Sepharose-CL-6B Saule (1,0 x 10 cm, V = 8 ml; Beladungskapazitfit: 2-3 
mg Protein / ml Gel) der Firma Pharmacia Biotech (Freiburg, BRD) aufgetragen (2 SV/Std.) 
und so lange mit dem Aquilibrierungspuffer gewaschen, bis die Absorption des Eluats bei 280 
nm den Leerwert des Puffers erreichte. Die Elution des gebundenen Materials erfolgte durch 
10 mmol/1 Benzamidin in 20 mmol/1 Tris-HCl, 200 mmol/ NaCt, pH 8,0 (2 SV/Std.). Die 
rFXa-EGF2-AP-CD proteasehaltigen Fraktionen wurden durch nicht-reduzierende und redu- 
zierende SDS PAGE und Aktivitatsbestimmung identifiziert. 

c) Aktivierung mit RW-X und Reinigung der chimaren rFD£/X-EGF2-AP-CD 
Proteasevariante 

Die Proteasevariante rFDC/X-EGF2-AP-CD wurde in einer Konzentration von 0,5 bis 2,0 
mg/ml und einem Protease/Substrat-Verhaltnis von 1:10 bis 1:20 in 20 mmol/1 Tris-HCl, 50 
mmol/1 NaCl, 10 mmol/1 CaCl 2 , pH 7,8 bei 25°C verdaut. Der zeitliche Verlauf der enzymati- 
schen rFIX/X-EGF2-AP-CD Aktivierung wurde durch Aktivitatsbestimmung mit einem 
chromogenen Substrat (siehe Beispiel 13 a) bis zur Vollstandigkeit des Verdaus (Plateau, 
maximale Aktivierung) verfolgt. Dazu wurden aus dem Reaktionsansatz uber einen Zeitraum 
von bis zu 24 Std. Proben (10 bis 100 |il) im Abstand von 3-4 Std. entnommen und die gene- 
rierte rFDC/Xa-EGF2-AP-CD Aktivitat bestimmt. Nach Erreichen des Aktivierungsplateaus 
wurde der RW-X Verdau durch Negativ-Chromatographie an Q-Sepharose-ff gereinigt. 

RW-X und nicht aktivierte rFIX/X-EGF2-AP-CD Protease binden unter den vorgegebenen 
Bedingungen an Q-Sepharose-ff, die aktivierte rFIX/Xa-EGF2-AP-CD Proteasevariante 
jedoch nicht. 
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Der Verdauansatz wurde auf eine mit 20 mmol/1 Tris-HCl, 50 mtnol/l NaCl, pH 7,8 aquili- 
brierte Q-Sepharose-ff Saule (1,0 x 10 cm, V = 8 ml) der Firma Pharmacia Biotech (Freiburg, 
BRD) aufgetragen (3 SV/Std.) und die Saule mit AquUibrierungspuffer unter Fraktioniening 
entwickelt. Die rFIX/Xa-EGF2-AP-CD proteasehaltigen Fraktionen wurden durch nicht- 
reduzierende und reduzierende SDS PAGE und Aktivitatsbestimmung identifiziert. 

Beispiel 13 

Charakterisierung der gereinigten Proteasevarianten 
a) Aktivitatstest 

Die Aktivhat der naturierten aktivierten rFIXa-EGF2-AP-CD, rFXa-EGF2-AP-CD und 
rFIXa/Xa-EGF2-AP-CD Proteasevarianten wurde mit dem chromogenen Substrat Chromo- 
zym X (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, BRD, Kat.-Nr. 789763) bestimmt. 10-100 
ul Probe wurden mit 190-100 ul 50 mmol/1 Tris-HCl, 150 mmol/l NaCl, 5 mmol/l CaCl 2 , 
0,1% Polyethylenglycol 8K (PEG 8000), pH 8,0, auf 200 ul aufgefilllt, mit 20 pi Chromozym 
X (0,5-40 mmol/1) versetzt und in einem ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 405 ran 
und RT gegen einen Reagenzienleerwert vermessen. Die Aktivitat und die kinetischen Kon- 
stamen wurden aus der linearen Anfangssteigung gemafl der Michaelis-Menten-Gleichung 
bestimmt. 



b) SDS-PAGE 

Sowohl die Oligomeren- und Aggregatbildung durch intermolekulare Disulfidbriickenbildung 
als auch die Homogenitat und Reinheit der naturierten aktivierten und gereinigten Protease- 
varianten wurde durch nicht-reduzierende (minus Mercaptoethanol) und reduzierende (plus 
Mercaptoethanol) SDS PAGE (Laemmli, U.K., Nature 227 (1970) 680-685) untersucht. 



Beispiel 14 

FX Aktivatortcst 

Das rekombinant hergestellte hochreine inaktive rFX-EGF2-AP-CD Zymogen (firei von jegli- 
cher stdrender Nebenaktivitat) eignet sich hervorragend z.B. zur Bestimmung geringer FIXa 
Konzentrationen in waBrigen Losungen, vorzugsweise in Korperflussigkeiten wie Blut oder 
Plasma. FIXa aktiviert durch Spaltung das inaktive rFX-EGF2-AP-CD Zymogen. Die Zymo- 
genaktivierung wird durch eine gekoppelte Indikatorreaktion mit einem chromogenen FXa 
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Peptidsubstrat wie z.B. Chromozym X gemessen. Die zu bestimmende FIXa Aktivit&t wird 
durch das Verstfirkersystem der Zymogenaktivierung amplifiziert. Solch eine FIXa Test ist 
z,B. bei Van Dam-Mieras, MCE. et al., In: Bergmeyer, H.U. (ed.), Methods of Enzymatic 
Analysis, Vol. V, page 365-394, 3rd ed., Academic Press, New York (1983) beschrieben. 



Testpringjp; 



1 . rFX-EGF2-AP-CD 



FIXa 

> rFXa-EGF2-AP-CD 

rFXa-EGF2-AP-CD 

2. MOC-D-NleGlyArg-pNA > MOC-D-NleGlyArg + pNA 



Mellsignal: pNA (p-Nitroanilin) 

FXa Substrat: MOC-D-NleGlyArg-pNA (Chromozym X) 

Testansqtz: 200 jil Puffer 

+ 20 nl rFX-EGF2-AP-CD (0,13 mg/ml; 4 fimol/l) 
+ 25 ^1 Substrat (Chromozym X 8 mmol/1) 
+ 20 ill FIXa Probe 



P u f fer; 



50 mmol/1 Tris HC1, pH 8,0; 150 mmol/1 NaCl; 5 mmol/1 CaCl2; 
0,1% PEG 8000 



Der Testansatz wurde in einer Mikrotiterplatte bei RT inkubiert und die Extinktion bei 405 nm 
gegen einen Reagenzienleerwert in Abhfingigkeit von der Zeit bestimmt. Die direkte Umset- 
zung von Chromozym X durch FIXa ist unter den vorgegebenen Testbedingungen vernach- 



Die Faktor IXa katalysierte Aktivierung des Zymogens rFX-EGF2-AP-CD wird mit dem 
chromogenen Peptidsubstrat Chromozym X gemessen. Die Entstehung von p-Nitroanilin 
(MeBsignal) ist ein MaB (proportional) fur die vorhandene (zu bestimmende) Faktor IX Akti- 
vitat. 
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Beispiel 15 

Kristallisation von rFXa-EGF2-AP-CD 

Die aktivierte gereinigte rekombinant hergesteUte rFXa-EGF2-AP-CD Protease wurde gegen 
2 x 100 Vol 5 mmol/1 HEPES Puffer, pH 6,5 bei 4°C fur 6 Std. dialysiert und anschlieflend in 
einem Centrikon® 10 Mikrokonzentrator der Firma Amicon (Witten, BRD) auf eine Konzen- 
tration von 10 mg/ml eingeengt. Die Kristallisation erfolgte durch Dampfdiffusion in einem 
sitzenden Tropfen. 4 ul konzentrierte rFXa-EGF2-AP-CD Protease (in aquimolarer Konzen- 
tration mit dem Inhibitor H-Glu-Gly-Arg-Chlormethylketon (Bachem Biochemica GmbH, 
Heidelberg, BRD) wurden mit 4 ul 100 mraol/1 Tris-HCl, 5 mmol/l CaCl 2 , 22% 
Polyethylenglycol 6K (PEG 6K), pH 8,2 bei 4°C versetzt und gegen ein Reservoir von 500 ul 
100 mmol/l Tris-HCl, 5 mmol/1 CaCl 2 , 22% PEG 6K, pH 8,2 bei 4*C iiber Dampfdiflusion .m 
sitzenden Tropfen aquilibriert. KristaUe wuchsen nach 3-7 Tagen. 

Beispiel 16 

Test zur Auffindung von FXa Inhibitoren 

FXa Proteaseinhibitoren wurden durch Inhibition der FXa Aktivitat identifiziert. Dazu wurde 
die FXa Aktivitat der rekombinant hergestellten rFXa-EGF2-AP-CD Proteasevariante in Ab- 
und Anwesenheit der zu testenden Substanz oder eines Substanzgemisches bestimmt und 
durch QuotientenbUdung die prozentuale Hemmung errechnet. Die Hemmkonstante Ki wurde 
aus einer Hemmkinetik ermittelt. 



Testprinzio: 



rFXa-EGF2 -AP-CD 

MOC-D-NleGlyArg-pNA > MOC-D-NleGlyArg + pNA 

Meflsignal: pNA (p-Nitroanilin) 

FX Substrat: MOC-D-NleGlyArg-pNA (Chromozym X) 

Testansatz: 200 ul Puffer 

+ 20 ul rFXa-EGF2-AP-CD (0,13 mg/ml; 4 umol/1) 
+ 25 ul Substrat (Chromozym X, 8 mmol/1) 
+ 20 ul Inhibitor 
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Puffer: 50 mmol/1 Tris HC1, pH 7,4; 1 50 mmol/1 NaCI; 5 mmol/1 CaCl2; 0,1% PEP 

Der Testansatz wurde in einer Mikrotiterplatte bei RT inkubiert und lineare Aiifangssteigerung 
(AE/min) durch Extinktionsmessungen bei 405 nm bestimmt. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANM ELDER: 

(A) NAME: BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEIT2AHL: D-68305 

(G) TELEFON : 08856/60-3446 

(H) TELEFAX: 08856/60-3451 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Rekorobinante Blutgerinnungs- 
proteasen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 17 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER : Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30B (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LftNGE: 41 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc » "primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
AAAAAAGAAT TCTCATGATC GTGGGAGGCC AGGAATGCAA G 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 41 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc « "primer" 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
AAAAAAAAGC TTCATTACTT GGCCTTGGGC AAGCCCCTGG T 



41 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L&NGE: 77 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "primer" 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
AATTCATTAA AGAGGAGAAA TTAAAATGCA TCACCACCAC GACGATGACG ACAAGATCGT 60 

77 

GGGAGGCCAG GAATGCA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 71 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 

(A) BESCHREIBUNG: /desc - "primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
CATTCCTGGC CTCCCACGAT CTTGTCGTCA TCGTCGTGGT GGTGATGCAT TTTAATTTCT 60 

71 

CCTCTTTAAT G 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) iANGE: 59 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "primer" 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
AAAAAAGAAT TCATTAAAGA GGAGAAATTA AAATGCGGAA GCTCTGCAGC CTGGACAAC 59 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 58 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
AAAAAAGAAT TCATTAAAGA GGAGAAATTA AAATGTGCGG TAAACAGACC CTGGAACG 58 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
AAAAAACCAT GGTTGCTCAG GCTACCAGCA GCAGC 35 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 37 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
AAAAAACCAT GGTTGTTGGT GGAGAAGATG CCAAACC 



37 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: S: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 42 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "primer" 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
AAAAAAAAGC TTCATTAAGT GAGCTTTGTT TTTTCCTTAA TC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
AAAAAACCAT GGATGTAACA TGTAACATTA AGAATGGCA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) lANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
GGGTTCGTCC AGTTCCAGAA GGGC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
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(A) LANGE: 61 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
AAAAAAAGGC CTGCATTCCC ACAGGGCCCT ACCCCTGTGG AAGAGTTTCT GTTTCACAAA 60 
C 61 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 42 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
AAAAAATCCG GAAGGCAAAT AGGTGTAACG TAGCTGTTTA GC 42 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 
AAAAAATCCG GAGCGTGACT GGGCCGAGTC C 31 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 1404 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) ST RANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 

(Xi). SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

CTGCTCGGGG AAAGTCTGTT CATCCGCAGG GAGCAGGCCA ACAACATCCT GGCGAGGGTC 60 

ACGAGGGCCA ATTCCTTTCT TGAAGAGATG AAGAAAGGAC ACCTCGAAAG AGAGTGCATG 120 

GAAGAGACCT GCTCATACGA AGAGGCCCGC GAGGTCTTTG AGGACAGCGA CAAGACGAAT 180 

GAATTCTGGA ATAAATACAA AGATGGCGAC CAGTGTGAGA CCAGTCCTTG CCAGAACCAG 240 

GGCAAATGTA AAGACGGCCT CGGGGAATAC ACCTGCACCT GTTTAGAAGG ATTCGAAGGC 300 

AAAAACTGTG AATTATTCAC ACGGAAGCTC TGCAGCCTGG ACAACGGGGA CTGTGACCAG 360 

TTCTGCCACG AGGAACAGAA CTCTGTGGTG TGCTCCTGCG CCCGCGGGTA CACCCTGGCT 420 

GACAACGGCA AGGCCTGCAT TCCCACAGGG CCCTACCCCT GTGGGAAACA GACCCTGGAA 480 

CGCAGGAAGA GGTCAGTGGC CCAGGCCACC AGCAGCAGCG GGGAGGCCCC TGACAGCATC 540 

ACATGGAAGC CATATGATGC AGCCGACCTG GACCCCACCG AGAACCCCTT CGACCTGCTT 600 

GACTTCAACC AGACGCAGCC TGAGAGGGGC GACAACAACC TCACCAGGAT CGTGGGAGGC 660 

CAGGAATGCA AGGACGGGGA GTGTCCCTGG CAGGCCCTGC TCATCAATGA GGAAAACGAG 720 

GGTTTCTGTG GTGGAACCAT TCTGAGCGAG TTCTACATCC TAACGGCAGC CCACTGTCTC 780 

TACCAAGCCA AGAGATTCGA AGGGGACCGG AACACGGAGC AGGAGGAGGG CGGTGAGGCG 840 

GTGCACGAGG TGGAGGTGGT CATCAAGCAC AACCGGTTCA CAAAGGAGAC CTATGACTTC 900 

GACATCGCCG TGCTCCGGCT CAAGACCCCC ATCACCTTCC GCATGAACGT GGCGCCTGCC 960 

TGCCTCCCCG AGCGTGACTG GGCCGAGTCC ACGCTGATGA CGCAGAAGAC GGGGATTGTG 1020 

AGCGGCTTCG GGCGCACCCA CGAGAAGGGC CGGCAGTCCA CCAGGCTCAA GATGCTGGAG 1080 

GTGCCCTACG TGGACCGCAA CAGCTGCAAG CTGTCCAGCA GCTTCATCAT CACCCAGAAC 1140 

ATGTTCTGTG CCGGCTACGA CACCAAGCAG GAGGATGCCT GCCAGGGGGA CAGCGGGGGC 1200 

CCGCACGTCA CCCGCTTCAA GGACACCTAC TTCGTGACAG GCATCGTCAG CTGGGGAGAG 1260 

GGCTGTGCCC GTAAGGGGAA GTACGGGATC TACACCAAGG TCACCGCCTT CCTCAAGTGG 1320 

ATCGACAGGT CCATGAAAAC CAGGGGCTTG CCCAAGGCCA AGAGCCATGC CCCGGAGGTC 1380 

1404 

ATAACGTCCT CTCCATTAAA GTGA 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 1389 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

ATGGAGCGCG TGAACATGAT CATGGCAGAA TCACCAGGCC TCATCACCAT CTGCCTTTTA 60 

GGATATCTAC TCAGTGCTGA ATGTACAGTT TTTCTTGATC ATGAAAACGC CAACAAAATT 120 

CTGAATCGGC CAAAGAGGTA TAATTCAGGT AAATTGGAAG AGTTTGTTCA AGGGAACCTT 180 

GAGAGAGAAT GTATGGAAGA AAAGTGTAGT TTTGAAGAAG CACGAGAAGT TTTTGAAAAC 240 

ACTGAAAGAA CAACTGAATT TTGGAAGCAG TATGTTGATG GAGATCAGTG TGAGTCCAAT 300 

CCATGTTTAA ATGGCGGCAG TTGCAAGGAT GACATTAATT CCTATGAATG TTGGTGTCCC 360 

TTTGGATTTG AAGGAAAGAA CTGTGAATTA GATGTAACAT GTAACATTAA GAATGGCAGA 420 

TGCGAGCAGT TTTGTAAAAA TAGTGCTGAT AACAAGGTGG TTTGCTCCTG TACTGAGGGA 480 

TATCGACTTG CAGAAAACCA GAAGTCCTGT GAACCAGCAG TGCCATTTCC ATGTGGAAGA 540 

GTTTCTGTTT CACAAACTTC TAAGCTCACC CGTGCTGAGA CTGTTTTTCC TGATGTGGAC 600 

TATGTAAATT CTACTGAAGC TGAAACCATT TTGGATAACA TCACTCAAAG CACCCAATCA 660 

TTTAATGACT TCACTCGGGT TGTTGGTGGA GAAGATGCCA AACCAGGTCA ATTCCCTTGG 720 

CAGGTTGTTT TGAATGGTAA AGTTGATGCA TTCTGTGGAG GCTCTATCGT TAATGAAAAA 780 

TGGATTGTAA CTGCTGCCCA CTGTGTTGAA ACTGGTGTTA AAATTACAGT TGTCGCAGGT 840 

GAACATAATA TTGAGGAGAC AGAACATACA GAGCAAAAGC GAAATGTGAT TCGAATTATT 900 

CCTCACCACA ACTACAATGC AGCTATTAAT AAGTACAACC ATGACATTGC CCTTCTGGAA 960 

CTGGACGAAC CCTTAGTGCT AAACAGCTAC GTTACACCTA TTTGCATTGC TGACAAGGAA 1020 

TACACGAACA TCTTCCTCAA ATTTGGATCT GGCTATGTAA GTGGCTGGGG AAGAGTCTTC 1080 

CACAAAGGGA GATCAGCTTT AGTTCTTCAG TACCTTAGAG TTCCACTTGT TGACCGAGCC 1140 

ACATGTCTTC GATCTACAAA GTTCACCATC TATAACAACA TGTTCTGTGC TGGCTTCCAT 1200 
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GAAGGAGGTA GAGATTCATG TCAAGGAGAT AGTGGGGGAC CCCATGTTAC TGAAGTGGAA 
GGGACCAGTT TCTTAACTGG AATTATTAGC TGGGGTGAAG AGTGTGCAAT GAAAGGCAAA 
TATGGAATAT ATACCAAGGT ATCCCGGTAT GTCAACTGGA TTAAGGAAAA AACAAAGCTC 
ACTTAATGA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STBANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 
Met His His His His Asp Asp Asp Asp Lys 



1260 
1320 
1380 
1389 
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Paten tanspriiche 

1. Nicht glycosyliertes enzymatisch aktives Protein mit Serinproteaseaktivitat und dessen 
zymogene Form bestehend aus den folgenden Domanen einer Protease der Faktor IX 
Familie: 

a) der katalytischen Domane, N-terminal verbunden mit 

b) einer Zymogen- Aktivierungsdomane, N-terminal verbunden mit 

c) einer EGF 1 und/oder EGF2 Domane. 

2. Verfahren zur Herstellung eines Proteins und dessen zymogener Form gemfiB Anspruch 
1 durch heterologe Expression einer Nukleinsaure, welche fur das genannte Protein 
codiert, in einem prokaryontischen Organismus durch Transformation des Organismus 
mit einem Expressionsvektor, der ein rekombinantes Gen enth&It, welches fiir die 
genannte Protease codiert, Expression des Gens und Isolierung der so hergestellten 
Protease. 

3. Verwendung des Proteins und dessen zymogene Form gemaO Anspruch 1 zur Identifi- 
kation von Aktivatoren und/oder Inhibitoren einer Protease aus der Faktor IX Familie. 

4. Verfahren zur Bestimmung von Faktor IXa in waBrigen Losungen, vorzugsweise in 
Korperflussigkeiten, durch Inkubation mit einem Zymogen gemafi Anspruch 1 und einem 
chromogenen Peptidsubstrat, wobei die Spaltung des Peptidsubstrats spezifisch durch 
das aktivierte Zymogen erfolgt. 
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Fig. 1 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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CTG CTC GGG GAA AGT CTG TTC ATC CGC AGG GAG CAG GCC AAC AAC ATC 
Su Leu Gly Glu Ser Leu Phe He Arc, Arg Glu Gin Ala Asn Asn lie 

CTG GCG AGG GTC ACG AGG GCC AAT TCC TTT CTT GAA GAG ATG AAG AAA 96 
2 Sa !2g Sal Vnr Arg Ala Asn Ser Phe Leu Glu Glu Met Lys Lys 32 

GGA CAC CTC GAA AGA GAG TGC ATG GAA GAG ACC TGC TCA TAC GAA GAG 144 
S ™* Su Su Arg Glu Cys Met Glu Glu Thr Cys Ser Tyr Glu Glu 48 

GCC CGC GAG GTC TTT GAG GAC AGC GAC AAG ACG AAT GAA TTC TGG AAT 
£a 2g Su Sal Phe Glu Asp Ser Asp Lys Thr Asn Glu Phe Trp Asn 

AAA TAC AAA GAT GGC GAC CAG TGT GAG ACC AGT CCT TGC CAG AAC CAG 

51 ii» Asp Gly Asp Gin Cys Glu Thr Ser Pro Cys Gin Asn Gin 
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GCC CAC TGT CTC TAC CAA GCC AAG AGA TTC GAA GGG GAC CGG AAC ACG 816 
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GAG CAG GAG GAG GGC GGT GAG GCG GTG CAC GAG GTG GAG GTG GTC ATC 
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AAG CAC AAC CGG TTC ACA AAG GAG ACC TAT GAC TTC GAC ATC GCC GTG 
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Fig. 3 
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ATG CAG CGC GTG AAC ATG ATC ATG GCA GAA TCA CCA GGC CTC ATC ACC 
Met Gin Arg Val Asn Met lie Met Ala Glu Ser Pro Gly Leu lie Thr 

ATC TGC CTT TTA GGA TAT CTA CTC AGT GCT GAA TGT ACA GTT TTT CTT 
lie Cys Leu Leu Gly Tyr Leu Leu Ser Ala Glu Cys Thr Valine Leu 

GAT CAT GAA AAC GCC AAC AAA ATT CTG AAT CGG CCA AAG AGG TAT AAT 
Asp His Glu Asn Ala Asn Lys lie Leu Asn Arg Pro Lys Arg Tyr Asn 

TCA GGT AAA TTG GAA GAG TTT GTT CAA GGG AAC CTT GAG AGA GAA TGT 
Ser Gly Lys Leu Glu Glu Phe Val Gin Gly Asn Leu Glu Arg Glu Cys 

ATG GAA GAA AAG TGT AGT TTT GAA GAA GCA C6A GAA GTT TTT GAA AAC 
Met Glu Glu Lys Cys Ser Phe Glu Glu Ala Arg Glu Val Phe Glu Asn 

ACT GAA AGA ACA ACT GAA TTT TGG AAG CAG TAT GTT GAT GGA GAT CAG 150 
Thr Glu Arg Thr Thr Glu Phe Trp Lys Gin Tyr Val Asp Gly Asp Gin 

TGT GAG TCC AAT CCA TGT TTA AAT GGC GGC AGT TGC AAG GAT GAC ATT 
Cys Glu Ser Asn Pro Cys Leu Asn Gly Gly Ser Cys Lys Asp Asp lie 

AAT TCC TAT GAA TGT TGG TGT CCC TTT GGA TTT GAA GGA AAG AAC TGT 
Asn Ser Tyr Glu Cys Trp Cys Pro Phe Gly Phe Glu Gly Lys Asn Cys 

GAA TTA GAT GTA ACA TGT AAC ATT AAG AAT GGC AGA TGC GAG CAG TTT 294 

Glu Leu Asp. Val Thr Cys Asn lie Lys Asn Gly Arg Cys Glu Gin Phe 98 
185 FIX - EGF2 — ^ 

TGT AAA AAT AGT GCT GAT AAC AAG GTG GTT TGC TCC TGT ACT GAG GGA 342 

Cys Lys Asn Ser Ala Asp Asn Lys Val Val Cys Ser Cys Thr Glu Gly 114 

TAT CGA CTT GCA GAA AAC CAG AAG TCC TGT GAA CCA GCA GTG CCA TTT 390 
Tyr Arg Leu Ala Glu Asn Gin Lys Ser Cys Glu Pro Ala Val Pro Phe 130 

CCA TGT GGA AGA GTT TCT GTT TCA CAA ACT TCT AAG CTC ACC CGT GCT 438 
Pro Cys Gly Arg Val Ser Val Ser Gin Thr Ser Lys Leu Thr Arg Ala 14 6 

GAG ACT GTT TTT CCT GAT GTG GAC TAT GTA AAT TCT ACT GAA GCT GAA 486 
Glu Thr Val Phe Pro Asp Val Asp Tyr Val Asn Ser Thr Glu Ala Glu 

ACC ATT TTG GAT AAC ATC ACT CAA AGC ACC CAA TCA TTT AAT GAC TTC 
Thr lie Leu Asp Asn lie Thr Gin Ser Thr Gin Ser Phe Asn Asp Phe 
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ACT CGG GTT GTT GGT GGA GAA GAT GCC AAA CCA GGT CAA TTC CCT TGG 582 

Thr Arg v£ Val Gly Gly Glu Asp Ala Lys Pro Gly Gin Phe Pro Trp 194 
1 FIX-CD -> 

CAG GTT GTT TTG AAT GGT AAA GTT GAT GCA TTC TGT GGA GGC TCT ATC 

Gin Val Val Leu Asn Gly Lys Val Asp Ala Phe Cys Gly Gly Ser He 

GTT AAT GAA AAA TGG ATT GTA ACT GCT GCC CAC TGT GTT GAA ACT GGT 678 
Val £n 2u" Lys Trp lie Val Thr Ala Ala His Cys Val Glu Thr Gly 226 

GTT AAA ATT ACA GTT GTC GCA GGT GAA CAT AAT ATT GAG GAG ACA GAA 726 
V^ iyt III Thr Val Val Ala Gly Glu His Asn lie Glu Glu Thr Glu 242 

CAT ACA GAG CAA AAG CGA AAT GTG ATT CGA ATT ATT CCT CAC CAC AAC 
His Thr Glu Gin Lys Arg Asn Val He Arg lie lie Pro His His Asn 
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TAC AAT GCA GCT ATT AAT AAG TAC AAC CAT GAC ATT GCC CTT CTG GAA 
Jyr Asn Ala Ala He Asn Lys Tyr Asn His Asp lie Ala Leu Leu Glu 274 

CTG GAC GAA CCC TTA GTG CTA AAC AGC TAC GTT ACA CCT ATT TGC ATT 
2u Sp Glu Pro Leu Val Leu Asn Ser Tyr Val Thr Pro lie Cys He 

GCT GAC AAG 2 GAA TAC ACG AAC ATC TTC CTC AAA TTT GGA TCT GGC TAT 918 
Ala Asp Lys Glu Tyr Thr Asn He Phe Leu Lys Phe Gly Ser Gly Tyr 

GTA AGT GGC TGG GGA AGA GTC TTC CAC AAA GGG AGA TCA GCT TTA GTT 
Val" Ser Gly Trp Gly Arg Val Phe His Lys Gly Arg Ser Ala Leu Val 

CTT CAG TAC CTT AGA GTT CCA CTT GTT GAC CGA GCC ACA TGT CTT CGA 
Su £n Leu Axg Val Pro Leu Val Asp Arg Ala Thr Cys Leu Arg 

TCT ACA AAG TTC ACC ATC TAT AAC AAC ATG TTC TGT GCT GGC TTC CAT 
Ser iS ijs Phe Thr lie Tyr Asn Asn Met Phe Cys Ala Gly Phe His 

GAA GGA GGT AGA GAT TCA TGT CAA GGA GAT AGT GGG GGA CCC CAT GTT 
Su" SJ Gly Arg Asp Ser Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro Hi. Val 

ACT GAA GTG GAA GGG ACC AGT TTC TTA ACT GGA ATT ATT AGC TGG GGT 
Thr Glu Val Glu Gly Thr Ser Phe Leu Thr Gly He He Ser Trp Gly 

GAA GAG TGT GCA ATG AAA GGC AAA TAT GGA ATA TAT ACC AAG GTA TCC 
Glu Glu Cys Ala Met Lys Gly Lys Tyr Gly He Tyr Thr Lys Val Ser 

CGG TAT GTC AAC TGG ATT AAG GAA AAA ACA AAG CTC ACT TAA TGA 
Sg T yr S A^n Trp He Lys Glu Lys Thr ^Leu^r End End 
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